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骨折相关感染５种常见病原菌的多重ｑＰＣＲ体系

建立及应用
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【摘要】　目的　建立一种快速检测骨折相关感染（ｆｒａｃｔｕｒｅｒｅｌａｔｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＦＲＩ）的方法。　方法　利用５种临床常见

致病菌（金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、阴沟杆菌）的特异ＤＮＡ序列，设计特异的引物和探

针，建立ＦＲＩ常见致病菌的多重ｑＰＣＲ检测方法。　结果　建立的多重ｑＰＣＲ方法具有较好的特异性，其检测循环阈值

（Ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ）与各质粒ＤＮＡ浓度有良好的线性关系。且多重ｑＰＣＲ（ＡＵＣ＝０．７３；９５％ＣＩ，０．４６０．８０）的检测性

可与组织培养法（ＡＵＣ＝０．８８；９５％ＣＩ，０．６７０．９６）结果相符，检测时间＜５ｈ。　结论　该ＦＲＩ检测方法诊断快速、敏

感，结果稳定，可应用于ＦＲＩ的多种细菌感染检测。
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　骨折相关感染（ｆｒａｃｔｕｒｅｒｅｌａｔｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＦＲＩ）

是创伤外科术后常见的并发症［１］。闭合性骨折术后感

染率为１％～２％
［２］，而开放性骨折术后感染率为１５％

～５５％
［３］，造成创伤中晚期病死率的７０％以上

［４］。且

ＦＲＩ的复发率较高，治疗周期长，甚至有致残、截肢和

死亡的风险［５］。及时准确查明骨折感染病原菌的种类

是ＦＲＩ药物治疗的关键
［６７］，对ＦＲＩ患者的预后也具

有重要意义。目前ＦＲＩ的治疗仍以应用敏感型抗生

素为主。抗生素治疗前提在于需尽快确定致病菌，并

对药物进行合理调整［８９］，以减少细菌耐药性的产生，

改善患者治疗效果。ＦＲＩ主要由细菌感染造成，其中

革兰阳性菌感染率最高的是金黄葡萄球菌（４２．０％）和

表皮葡萄球菌（９．９％）
［１０］；革兰阴性菌感染率由高到

低分别 为大 肠埃 希菌 （２８．９％）、铜 绿 假 单 胞 菌

（１２．４％）和阴沟肠杆菌（４．０％）
［１０］。青海省人民医院

临床观察以上所述５种细菌造成近８０％的骨折相关

感染。本研究拟以５种ＦＲＩ常见致病菌为实验对象，

建立一种快速检测骨折相关感染致病菌的方法。

目前临床识别病原体较常见的方法是组织培养。

随着医学分子生物学的发展，荧光定量ＰＣＲ技术被应
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用于骨相关感染的诊断和检测［１１１２］，基于ＴａｑＭａｎ探

针的实时荧光ＰＣＲ检测具有定量准确、快速、简便、直

观的优势，在病原菌检测中得到广泛的应用［１３１４］。目

前该技术在骨科领域中的应用主要局限于髋膝关节感

染［１５１７］。本研究基于５种ＦＲＩ常见病原菌（金黄葡萄

球菌、表皮葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和阴

沟肠杆菌）的特异序列，分别设计引物和 ＴａｑＭａｎ探

针，在此基础上建立ＦＲＩ常见病原菌ｑＰＣＲ检测方

法。旨在为ＦＲＩ快速检测致病菌提供理论依据。

材料与方法

１　材料

１．１　实验菌株　大肠埃希菌Ｋ１２（ＡＴＣＣ２５９２２）来自

本实验室保留菌株，本研究所用其他四种菌株均购自

中国科学院微生物菌种保藏中心，菌株信息见表１。

表１　菌株信息

犜犪犫犾犲１　犛狋狉犪犻狀犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀

名称

Ｎａｍｅ

来源

Ｓｏｕｒｃｅｓ

菌种号

Ｓｔｒａｉｎ

Ｎｏ．

培养温度

（℃）

Ｔｅｍｐ

铜绿假单胞菌ａ 犆犌犕犆犆 １．１２４８３ ３７

金黄色葡萄球菌金黄亚种ｂ 犆犌犕犆犆 １．２４６５ ３７

表皮葡萄球菌ｂ 犆犌犕犆犆 １．４２６０ ３７

阴沟肠杆菌ｂ 犆犌犕犆犆 １．２０２２ ３７

　　ａ：培养基成分包括蛋白胨１０．０ｇ，酵母粉５．０ｇ，ＮａＣｌ１０．０ｇ，琼脂

粉１５．０ｇ，蒸馏水１．０Ｌ。ｂ：培养基成分包括蛋白胨５．０ｇ，营养肉汤

３．０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，琼脂粉１５．０ｇ，蒸馏水１．０Ｌ。

１．２　主要试剂　基因组ＤＮＡ提取试剂盒、质粒提取

试剂盒购于北京天根生化科技有限公司；营养肉汤购

于北京陆桥生物技术有限责任公司；ＰｒｉｍｅｒＥｘ

ＴａｑＴＭ（ＰｒｏｂｅｑＰＣＲ）购于宝生物工程大连有限公

司；氨苄青霉素、感受态细胞 ＤＨ５α、２×ＨｉＦｉＰＣＲ

ＳｕｐｅｒＭｉｘ购于北京全式金生物技术有限公司；Ｍ５

ＨｉｐｅｒｐＴｏＰｏＴＡ载体购于北京聚合美生物科技有限

公司。

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ 荧光定 量 ＰＣＲ 仪 购 于 德 国

ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司；ＤＹＹ１０Ｃ型电泳仪购于北京

市六一仪器厂；低温台式离心机购于德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司；凝胶成像分析系统（Ｂｉｏｒａｄ）购于美国 犅犐犗

犚犃犇 公司。

２　方法

２．１　引物及探针的设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中５种致病

菌特异基因的ＤＮＡ序列，用Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｒｅｓｓ３．０各设

计一对特异性引物和一个ＴａｑＭａｎ探针（表２）。选择

ＦＡＭ作为金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌探针的报

告发光基团，ＨＥＸ作为表皮葡萄球菌、阴沟肠杆菌探

针的报告发光基团，ＣＹ５作为大肠埃希菌探针的报告

发光基团。引物和探针由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。

表２　多重狇犘犆犚引物及探针序列

犜犪犫犾犲２　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱狆狉狅犫犲狊犳狅狉犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚

检测菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ

特异性片段／长度（ｂｐ）

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｆｒａｇｍｅｎｔ／Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

ＳＡＦ ＣＣＴＧＡＡＧＣＡＡＧＴＧＣＡＴＴＴＡＣＧＡ

金黄色葡萄球菌 犖狌犮／１６６ｂｐ ＳＡＲ ＣＴＴＴＡＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＴ

ＳＡＰ ＦＡＭＣＡＴＣＡＧＣＡＴＡＡＡＴＡＴＡＣＧＣＴＡＡＧＣＣＡＣＧＴＣＣＡＢＨＱ１

ＳＥＦ ＧＣＡＴＧＣＴＧＣＡＡＴＡＡＡＡＡＡＡＴＣＧＴ

表皮葡萄球菌 １６Ｓ基因／１７９ｂｐ ＳＥＲ ＣＣＧＧＡＡＧＴＧＴＡＴＴＣＣＡＡＴＧＧＡ

ＳＥＰ ＨＥＸＣＧＡＧＧＡＴＴＡＡＡＴＧＣＡＴＧＡＴＧＣＴＧＡＣＢＱＨ１

Ｋ１２Ｆ ＧＣＣＴＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＴＧＡ

大肠埃希菌 ＥＣｓ１０４／２７２ｂｐ Ｋ１２Ｒ ＣＣＴＧＡＧＡＣＴＧＣＧＴＧＧＡＡ

Ｋ１２Ｐ ＣＹ５ＣＧＣＧＡＡＡＣＧＣＧＣＴＴＣＡＣＴＡＣＣＧＣＡＡＢＨＱ２

ＰＡＦ ＴＣＡＣＣＡＣＴＣＴＧＣＡＡＴＣＣＡＧＴＴＣ

铜绿假单胞菌 外毒素Ａ基因／１５１ｂｐ ＰＡＲ ＧＴＧＡＡＧＧＡＴＧＡＧＧＣＴＧＡＴＣＧＡ

ＰＡＰ ＦＡＭＣＣＣＡＴＡＡＡＧＣＣＣＴＣＴＴＣＣＧＣＴＣＣＢＱＨ１

ＥＣＦ ＣＲＡＧＣＡＴＣＴＡＣＧＧＴＧＴＴＧＴＡＧＧＴＧ

阴沟杆菌 犗犿狆犡／１９６ｂｐ ＥＣＲ ＣＣＲＴＡＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＣＴＴＧＣ

ＥＣＰ ＨＥＸＣＧＡＣＡＧＡＧＧＧＣＧＡＧＡＡＴＣＴＧＣＴＧＣＢＱＨ１

　　注：Ｆ：Ｆｒｏｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ，上游引物；Ｒ：Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ，下游引物；Ｐ：Ｐｒｏｂｅ，探针。

２．２　５种菌株标准质粒的构建　以各菌种基因组

ＤＮＡ作为模板，进行ＰＣＲ获得各菌种特异性目的片

段，引物序列见表２。ＰＣＲ 体系（５０μＬ）：２×ＨｉＦｉ

ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（含Ｔａｑ酶和ｄＮＴＰ）２５μＬ，上、下游引

物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。ＰＣＲ反

应条件：９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０

ｓ，共３０个循环；反应前９５℃预变性５ｍｉｎ；反应结束

７２℃保持１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳

检测，切胶回收ＰＣＲ产物。

胶回收产物连接至ＴＯＰＯ载体，连接产物转化至

感受态细胞ＤＨ５α中，阳性菌落由上海生工生物工程

技术服务有限公司测序，保存测序正确的克隆作为含
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有标准质粒的菌株。

２．３　质粒的提取　将含有正确质粒的菌液接种于含

氨苄青霉素的ＬＢ培养液，摇床３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡

培养过夜。提取质粒，ＰＣＲ验证，２０℃保存备用。

２．４　多重ｑＰＣＲ反应体系、反应条件　多重ｑＰＣＲ扩

增反应体系（２０μＬ），２× ＰｒｉｍｅｒＥｘＴａｑ１０μＬ，５

μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒ／ｐｒｏｂｅＭｉｘ１μＬ，ＰｌａｓｍｉｄＤＮＡ１μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ补至２０μＬ。多重ｑＰＣＲ反应条件为：９５℃预

变性３ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ、６０℃退火和延伸３０ｓ，共

４０个循环。

２．５　特异性检测　以金黄色葡萄球菌标准质粒为阳

性对照，其他 ４ 种菌的标准质粒作为阴性对照，

ｄｄＨ２Ｏ为无模板对照进行特异性验证，反应体系及反

应条件同上述多重ｑＰＣＲ。同理，其余４种菌以其标

准质粒为阳性对照，其他菌的标准质粒为阴性对照，

ｄｄＨ２Ｏ为无模板对照，验证多重ｑＰＣＲ检测方法的特

异性。

２．６　敏感性检测　为评价多重ｑＰＣＲ检测方法的敏

感性，对构建的各标准质粒ＤＮＡ进行１０倍比梯度稀

释，形成浓度为１×１０
１
ｎｇ／μＬ、１×１０

２
ｎｇ／μＬ、１×

１０
３
ｎｇ／μＬ、１×１０

４
ｎｇ／μＬ、１×１０

５
ｎｇ／μＬ、１×１０

６
ｎｇ／

μＬ的ＤＮＡ溶液。按照多重ｑＰＣＲ反应体系及反应

条件进行ＰＣＲ扩增，检测该方法的敏感性。

２．７　临床样品应用　本研究共收集了９０名受试者的

备留组织样本，其中６６例为ＦＲＩ患者，２４例为阴性对

照组。且骨折类型均为开放性骨折。用液氮将组织研

磨成细粉状，按照基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取其

ＤＮＡ。利用上述多重ｑＰＣＲ方法进行感染致病菌检

测，并将多重ｑＰＣＲ方法结果与组织培养法进行比较

分析。本研究收集的临床样本得到了青海省人民医院

伦理委员会的批准（编号：２０２０７３），且所有患者都签

署了知情同意书。

２．８　统计学分析　统计学分析使用ＳＰＳＳ１９．０软件

ｔ检验方法。所有的数据均使用３．７．６版本Ｒ软件包

（Ｒ ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌＣｏｍｐｕｔｉｎｇ，Ｖｉｅｎｎａ，

Ａｕｓｔｒｉａ）进行分析。使用ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检验对连续变

量的正态分布进行检查，并以平均值±标准差（狓±狊）

表示。使用Ｒ软件包中的ｐＲＯＣ，计算了９５％置信区

间、敏感性、特异性、阳性预测值（ＰＰＶ）、阴性预测值

（ＮＰＶ）和ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）。

结　果

１　阳性质粒鉴定结果

将含有金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、铜绿假单

胞菌、大肠埃希菌和阴沟杆菌特异ＤＮＡ序列的重组

质粒进行常规ＰＣＲ检测，目的片段大小均为预期大小

（图１Ａ）。将质粒测序结果通过ＢＬＡＳＴ与ＧｅｎＢａｎｋ

中相应序列进行对比，同源性达９９％，且质粒电泳图

结果显示５种菌的大小与预期相符（图１Ｂ），表明标准

质粒构建成功。

　　Ａ　Ｍ ＤＮＡ标准 ＤＬ２０００　１　阴性对照　２～６　分别为犈．

犮犾狅犪犮犪犲（１９６ｂｐ）、犈．犮狅犾犻（２７２ｂｐ）、犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪（１５１ｂｐ）、犛．犪狌狉犲狌狊
（１６６ｂｐ）、犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊（１７９ｂｐ）阳性质粒常规ＰＣＲ产物　Ｂ　Ｍ　

ＤＮＡ标准ＤＬ５０００　１　阴性对照　２～６　分别为犈．犮犾狅犪犮犪犲（４３２２

ｂｐ）、犈．犮狅犾犻（４３９８ｂｐ）、犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪 （４２７７ｂｐ）、犛．犪狌狉犲狌狊（４２９２

ｂｐ）、犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊（４３０５ｂｐ）阳性质粒琼脂糖凝胶电泳结果。

图１　五种致病菌阳性质粒常规犘犆犚鉴定

Ａ　ＭＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００　１　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ　２－６　ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈＤＮＡｆｒｏｍ犈．犮犾狅犪犮犪犲（１９６ｂｐ），犈．犮狅犾犻（２７２

ｂｐ），犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪（１５１ｂｐ），犛．犪狌狉犲狌狊（１６６ｂｐ）ａｎｄ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊
（１７９ｂｐ）　Ｂ　Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００　１　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ　２－６

　ＰｌａｓｍｉｄｓｗｉｔｈＤＮＡｆｒｏｍ犈．犮犾狅犪犮犪犲（４３２２ｂｐ），犈．犮狅犾犻（４３９８ｂｐ），

犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪（４２７７ｂｐ），犛．犪狌狉犲狌狊（４２９２ｂｐ）ａｎｄ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊
（４３０５ｂｐ）．

犉犻犵．１　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犳犻狏犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪狆狅狊犻狋犻狏犲狆犾犪狊犿犻犱狊

２　特异性检测结果

以某一种菌的标准质粒为阳性对照，其他４种菌

标准质粒为阴性对照，ｄｄＨ２Ｏ为无模板对照，验证多

重ｑＰＣＲ检测方法的特异性。特异性实验结果显示于

图２。在各自荧光标记的探针通道下只有携带相应病

原菌片段的质粒出现了扩增曲线，其它菌则无扩增曲

线出现（图２），说明该检测方法的特异性足够强。平

行实 验 结 果 显 示 组 内 差 异 与 组 间 差 异 的 ＣＶ

（ＣｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆＶａｒｉａｔｉｏｎ，变异系数）值均＜０．５，说明

该方法重复性较好（表３）。

３　敏感性检测结果

对各标准质粒ＤＮＡ进行１０倍比梯度稀释，形成

浓度为１×１０
１
ｎｇ／μＬ、１×１０

２
ｎｇ／μＬ、１×１０

３
ｎｇ／μＬ、

１×１０
４
ｎｇ／μＬ、１×１０

５
ｎｇ／μＬ、１×１０

６
ｎｇ／μＬ的ＤＮＡ

溶液。多重ｑＰＣＲ敏感性实验结果显示，该方法的最

低检测浓度为１×１０
６
ｎｇ／μＬ（图３）。根据倍比稀释

ＤＮＡ的Ｃｔ值（循环阈值）及拷贝数的对数绘制标准曲
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线，标准曲线的横坐标为起始拷贝数的对数，纵坐标为

Ｃｔ值，得到检测阈值与５种菌特异ＤＮＡ拷贝数的标

准曲线（图４）。各检测ＤＮＡ浓度与多重ｑＰＣＲ的Ｃｔ

值之间存在有良好的线性关系，其相关系数、斜率、截

距等参数见表４。

表３　五种致病菌多重狇犘犆犚重复性结果

犜犪犫犾犲３　犚犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚

犳狅狉犳犻狏犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

项目

（Ｇｒｏｕｐｓ）
Ｃ

（Ｍｅａｎ±Ｓ．Ｄ）
ＣＶ
（％）

金黄色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊）组内 １９．５９±０．３９ ０．０２

金黄色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊）组间 ２１．９８±２．５４ ０．１２

表皮葡萄球菌（犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊）组内 １６．５７±０．０６ ０．０１

表皮葡萄球菌（犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊）组间 １７．４２±３．６１ ０．２１

大肠埃希菌（犈．犮狅犾犻）组内 １０．４４±０．０９ ０．０１

大肠埃希菌（犈．犮狅犾犻）组间 １８．９３±７．５０ ０．４０

铜绿假单胞菌（犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）组内 １７．２１±０．０８ ０．０１

铜绿假单胞菌（犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）组间 １５．８９±４．３６ ０．２７

阴沟杆菌（犈．犮犾狅犪犮犪犲）组内 ２１．３７±０．１３ ０．０１

阴沟杆菌（犈．犮犾狅犪犮犪犲）组间 １８．５８±７．１７ ０．３９

　　Ａ　铜绿假单胞菌　Ｂ　阴沟杆菌　Ｃ　大肠埃希菌　Ｄ　金黄色

葡萄球菌　Ｅ　表皮葡萄球菌

图２　多重狇犘犆犚检测５种致病菌的特异性实验

Ａ　犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪　Ｂ　犈．犆犾狅犪犮犪犲　Ｃ　犈．犮狅犾犻　Ｄ　犛．犪狌狉犲狌狊

　Ｅ　犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊

犉犻犵．２　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚犪狊狊犪狔狊

犳狅狉犳犻狏犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

表４　５种致病菌标准质粒的线性方程

犜犪犫犾犲４　犔犻狀犲犪狉犲狇狌犪狋犻狅狀狅犳狊狋犪狀犱犪狉犱狆犾犪狊犿犻犱狊狅犳５狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

名称

Ｎａｍｅ

斜率

Ｓｌｏｐｅ

相关系数

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

截距

Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ

金黄色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊） ３．１８０ ０．９９７ ３２．６８

表皮葡萄球菌（犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊） ３．３２０ ０．９９０ ３６．３２

大肠埃希菌（犈．犮狅犾犻） ３．０３０ ０．９９８ ３３．６４

铜绿假单胞菌（犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪） ３．２３０ ０．９９８ ３７．６４

阴沟杆菌（犈．犮犾狅犪犮犪犲） ３．３８０ ０．９９９ ３９．０２

　　Ａ　铜绿假单胞菌　Ｂ　阴沟杆菌　Ｃ　大肠埃希菌　Ｄ　金黄色

葡萄球菌　Ｅ　表皮葡萄球菌

图３　多重狇犘犆犚检测５种致病菌的敏感性实验

Ａ　犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪　Ｂ　犈．犆犾狅犪犮犪犲　Ｃ　犈．犮狅犾犻　Ｄ　犛．犪狌狉犲狌狊

　Ｅ　犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊

犉犻犵．３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚犪狊狊犪狔狊犳狅狉犳犻狏犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪

　　Ａ　表皮葡萄球菌　Ｂ　金黄色葡萄球菌　Ｃ　阴沟杆菌　Ｄ　铜

绿假单胞菌　Ｅ　大肠埃希菌

图４　五种致病菌多重狇犘犆犚检测方法的线性关系

Ａ　犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊　Ｂ　犛．犪狌狉犲狌狊　Ｃ　犈．犆犾狅犪犮犪犲　Ｄ　犘．

犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪　Ｅ　犈．犮狅犾犻

犉犻犵．４　犔犻狀犲犪狉犻狋狔狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚犪狊狊犪狔狊犳狅狉犳犻狏犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犫犪犮狋犲狉犻犪
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表５　临床组织检测结果

犜犪犫犾犲５　犆犾犻狀犻犮犪犾狋犻狊狊狌犲狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狊

取材部位

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

植入物

Ｉｍｐｌａｎｔ

脓

Ｐｕｒｕｌｅｎｃｅ

窦管

Ｓｉｎｕｓｔｒａｃｔ

组织培养结果

Ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅ

多重ｑＰＣＲ结果

ＭｕｌｔｉｐｌｅｘｑＰＣＲ

胫骨 钢板 是 是 普雷沃氏菌 阴沟肠杆菌，大肠埃希菌

股骨 髓内钉 否 否 大芬戈尔德菌 －

尺骨 钢板／螺钉 否 否 － －

踝关节 钢板／螺钉 否 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，阴沟肠杆菌，大肠埃希菌

胫骨 钢板／螺钉 是 是 痤疮丙酸杆菌 

胫骨 钢板／螺钉 否 否 阴沟肠杆菌 阴沟肠杆菌

股骨 髓内钉 是 否 阴沟肠杆菌 阴沟肠杆菌

肱骨 钢板／螺钉 否 是 产气肠杆菌 －

股骨 钢板／螺钉 否 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌

踝关节 钢板／螺钉 是 是 荧光假单胞菌 －

胫骨 钢板／螺钉 是 否 黄曲霉菌 大肠埃希菌

锁骨 钢板／螺钉 是 否 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌，大肠埃希菌

股骨 髓内钉 否 否 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

尺骨 钢板／螺钉 是 是 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

跟骨 钢板／螺钉 是 是 大肠埃希菌 大肠埃希菌

股骨 钢板／螺钉 否 否 大肠埃希菌 大肠埃希菌，铜绿假单胞菌

股骨 髓内钉 是 是 大肠埃希菌 大肠埃希菌

指骨 钢板／螺钉 是 是 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

胫骨 髓内钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌，大肠埃希菌

股骨 钢板／螺钉 是 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

股骨 髓内钉 否 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌

胫骨 钢板／螺钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，阴沟肠杆菌

踝关节 钢板／螺钉 否 否 大肠埃希菌 大肠埃希菌，阴沟肠杆菌

股骨 钢板／螺钉 否 是 大肠埃希菌 大肠埃希菌

胫骨 钢板／螺钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌

肱骨 钢板／螺钉 否 否 大肠埃希菌 大肠埃希菌，金黄色葡萄球菌

指骨 钢板／螺钉 是 是 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

尺骨 钢板／螺钉 是 是 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

胫骨 钢板／螺钉 否 否 脆弱拟球菌 铜绿假单胞菌

股骨 钢板／螺钉 否 否 阴沟肠杆菌 －

胫骨 钢板／螺钉 是 是 大肠埃希菌 大肠埃希菌

股骨 髓内钉 否 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌，阴沟肠杆菌

股骨 空心钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌

胫骨 钢板／螺钉 否 否 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌

股骨 髓内钉 是 否 阴沟肠杆菌 大肠埃希菌

踝关节 钢板／螺钉 是 是 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌，大肠埃希菌

股骨 钢板／螺钉 否 否 爪甲白癣菌 

指骨 钢板／螺钉 是 是 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌，大肠埃希菌

股骨 髓内钉 否 否 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌

掌骨 钢板／螺钉 否 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌

跟骨 钢板／螺钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

胫骨 钢板／螺钉 否 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌

胫骨 钢板／螺钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌

股骨 髓内钉 否 否 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

股骨 钢板／螺钉 否 否 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌，铜绿假单胞菌

股骨 钢板／螺钉 否 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，铜绿假单胞菌，大肠埃希菌

跟骨 钢板／螺钉 是 是 肺炎克氏菌 金黄色葡萄球菌

跟骨 钢板／螺钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌

股骨 髓内钉 是 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

跟骨 钢板／螺钉 是 是 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌

跖骨 钢板／螺钉 是 是 大肠埃希菌 大肠埃希菌，铜绿假单胞菌

掌骨 钢板／螺钉 是 是 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

股骨 髓内钉 是 否 弗氏链霉菌 铜绿假单胞菌

股骨 髓内钉 是 否 大肠埃希菌 铜绿假单胞菌

胫骨 钢板／螺钉 是 是 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌

跟骨 钢板／螺钉 是 是 阴沟肠杆菌 －

掌骨 钢板／螺钉 否 否 表皮葡萄球菌 表皮葡萄球菌

股骨 钢板／螺钉 否 否 金黄色葡萄球菌 金黄色葡萄球菌，大肠埃希菌

踝关节 钢板 是 是 液化沙雷氏菌 大肠埃希菌

腰背部 螺钉 是 否 大肠埃希菌 大肠埃希菌

腰背部 螺钉 是 否 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

腰背部 螺钉 是 否 鲁氏不动杆菌 大肠埃希菌

股骨 螺钉 是 否 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

小腿 钢板 是 否 － －

小腿 钢板 是 否 － －

股骨 螺钉 否 是 阴沟肠杆菌 阴沟肠杆菌

　　注：粗体字表示两种检测菌株不同；“－”表示未检测到。
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４　临床样品检测结果

２４例未感染的阴性对照组样本中，组织培养法有

３例（１２．５％）结果显示阳性，多重ｑＰＣＲ法有４例

（１６．７％）结果显示为阳性。在６６个ＦＲＩ病例中，组

织培养法在３～７ｄ鉴定出６３例（９５．５％）病原体，而

多重ｑＰＣＲ法在５ｈ内鉴定出５６例（８４．８％）病原体

（表５）。有２例样品（表５，粗体字）通过组织培养法和

多重ｑＰＣＲ法，得到的结果不同，而在剩余２例样品

中，多重ｑＰＣＲ法未能检测到菌种感染，而组织培养结

果显示存在有阴沟肠杆菌感染（表６）。多重ｑＰＣＲ的

敏感性和特异性分别为９３．３％和６６．７％，组织培养的

敏感异性分别为９５．４％和８７．５％（表７）。如果比较

检测范围内的病例，特别是５种常见病原体，多重

ｑＰＣＲ的特异性从６６．７％变化到９０．９％（表７）。与组

织培养法（ＡＵＣ＝０．８８；９５％ ＣＩ，０．６７０．９６）相比，多

重ｑＰＣＲ显示的ＲＯＣ曲线下面积相对较小（ＡＵＣ＝

０．７３；９５％ＣＩ，０．４６０．８０）（犘＜０．０１）（图５）。

表６　所有病例的组织培养和多重狇犘犆犚检测表现

犜犪犫犾犲６　犇犲狋犲犮狋犻狏犲狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狅犳狋犻狊狊狌犲犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚犻狀犪犾犾犮犪狊犲狊

试验

Ｔｅｓｔ

准确性

Ａｃｃｕｒａｃｙ（％）

敏感性

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（％）

特异性

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ（％）
ＮＰＶｎｅｇａｔｉｖｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅＶａｌｕｅ（％）
ＰＰＶｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ（％）
ＡＵＣａｒｅａｕｎｄｅｒ

ｔｈｅＲＯＣｃｕｒｖｅ

Ｙｏｕｄｅｎ指数

ＹｏｕｄｅｎＩｎｄｅｘ

组织培养法 ９３．３ ９５．４ ８７．５ ８７．５ ９５．４ ０．８８ ０．８３

多重ｑＰＣＲ ８４．４ ９３．３ ６６．７ ８３．３ ８４．８ ０．７３ ０．６８

　　注：ＮＰＶ，阴性预测值；ＰＰＶ，阳性预测值；ＡＵＣ，曲线下面积；ＰＣＲ，聚合酶链式反应。

表７　常见病原菌感染的组织培养和多重狇犘犆犚检测

犜犪犫犾犲７　犇犲狋犲犮狋犻狏犲狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狅犳狋犻狊狊狌犲犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚犻狀犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔犮狅犿犿狅狀狆犪狋犺狅犵犲狀狊

试验

Ｔｅｓｔ

准确性

Ａｃｃｕｒａｃｙ（％）

敏感性

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（％）

特异性

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ（％）
ＮＰＶｎｅｇａｔｉｖｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅＶａｌｕｅ（％）
ＰＰＶｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ（％）
Ｙｏｕｄｅｎ指数

ＹｏｕｄｅｎＩｎｄｅｘ

组织培养法 ９６．０ ９４．４ １００．０ ８７．５ １００．０ ０．９４

多重ｑＰＣＲ ９２．０ ９２．５ ９０．９ ８３．３ ９６．１ ０．８３

图５　组织培养法和多重狇犘犆犚法检犉犚犐特异性和敏感性的犚犗犆曲线

犉犻犵．５　犚犲犮犲犻狏犲狉狅狆犲狉犪狋犻狀犵犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮（犚犗犆）犮狌狉狏犲狊狅犳狋犺犲

狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犪狀犱狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳狋犻狊狊狌犲犮狌犾狋狌狉犲狊犪狀犱犿狌犾狋犻狆犾犲狓狇犘犆犚

犳狅狉犱犻犪犵狀狅狊犻狀犵狅犳犪犾犾犳狉犪犮狋狌狉犲狉犲犾犪狋犲犱犻狀犳犲犮狋犻狅狀．

讨　论

目前临床诊断ＦＲＩ感染的方法主要是细菌分离

培养鉴定和血清学检测。分离培养法被认为是ＦＲＩ

临床诊断的“金标准”。但由于培养法耗时长、且抗生

素的滥用导致送检样本阳性检出率低、以及菌体变异

和耐药性的增加，使常规鉴定不易得到确定结果，难与

典型菌种完全对应。血清学检测虽然操作简便，但容

易出现假阳性和假阴性结果，并且存在窗口期漏检，使

得感染早期难以确诊［１８］。与传统组织培养的检验方

法相比，定量ＰＣＲ在检测病原菌感染方面具有较强的

优势［１９２１］。目前该技术已广泛应用于幽门螺旋杆菌、

结核杆菌及支原体、衣原体等多种病原微生物的检

测［２２２３］。Ｓｃｈｍａｌｚ等
［２３］研究表明与普通ＰＣＲ相比，荧

光定量ＰＣＲ检测的灵敏度通常可高出２～３个数量

级。多重荧光定量ＰＣＲ方法可在一个管中一次性检

测多种病原菌，同时保持较高的灵敏性和特异性，不易

造成交叉污染［２４］，且整个过程仅需１～２ｈ。

本研究中多重ｑＰＣＲ检测出的阳性结果为８４．

８％，而组织培养检测出的阳性结果为９５．５％。在６３

例阳性培养标本中，５种常见的致病菌占８１％，在这

５１例常见致病菌感染的病例中，多重ｑＰＣＲ在５ｈ检

测出了２５（４９％）例与组织培养法相一致的结果。在

２６例结果不一致的病例中，有２２例多重ｑＰＣＲ结果

显示为多重菌感染，而对应组织培养结果则为单一菌

株感染。根据后续的鉴定和抗生素治疗的结果，可以

确认在相应患者中感染性细菌。在９２．２％（４７／５１）的

病例中，多重ｑＰＣＲ的结果与组织培养的结果一致或

更好。

比较所有病例中组织培养法和多重ｑＰＣＲ的敏感

性、特异性和ＲＯＣ曲线发现组织培养检测ＦＲＩ的性

能略优于多重ｑＰＣＲ。造成这种差异的可能原因是多

重ｑＰＣＲ的引物设计。在这项研究中，设计的引物和

探针只针对５种常见的病原体（如金黄色葡萄球菌、大
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肠埃希菌、表皮葡萄球菌、铜绿假单胞菌和阴沟杆菌），

而无法检测它们之外的菌株。这就造成了有限的监测

范围，并致使特异性和敏感性的检测效率较低。考虑

５种常见致病菌株感染的病例，多重ｑＰＣＲ的特异性

从６６．７％提升为９０．９％。

在常见致病菌感染中，有２例样本多重ｑＰＣＲ方

法没有检测到结果。可能的原因是由于生物膜形成导

致的，生物膜的形成在 ＦＲＩ的发病机制中至关重

要［２５］。当生物膜形成时，骨折感染很难被检测到［２６］。

此外，有２例样品通过组织培养法和多重ｑＰＣＲ法，得

到的结果不同。多重ｑＰＣＲ法可在５ｈ内提供结果。

改进引物设置，对额外菌种的引物设置，可以提高多重

ｑＰＣＲ的检测性能。

本研究利用金黄色葡萄球菌狀狌犮基因（１６６ｂｐ）、

表皮葡萄球菌１６Ｓ基因（１７９ｂｐ）、大肠埃希菌ＥＣｓ１０４

（２７２ｂｐ）、铜绿假单胞菌外毒素Ａ基因（１５１ｂｐ）、阴沟

杆狅犿狆犡 基因（１９６ｂｐ）的特异性片段，设计引物和

ＴａｑＭａｎ探针，建立了多重ｑＰＣＲ检测方法。该多重

ｑＰＣＲ扩增结果与ＤＮＡ浓度呈现良好的线性关系，且

具有 良 好 的 诊 断 价 值。本 研 究 结 果 表 明，基 于

ＴａｑＭａｎ探针的多重ｑＰＣＲ检测具有准确定量、快速、

简单和可重复的优点，可用于多重细菌感染检测。
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ｄｉｓｅａｓｅ：ＡｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＣＲａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ［Ｊ］．Ｄｉａｇｎ

ＭｉｃｒＩｎｆｅｃＤｉｓ，２０１６，８５（３）：２８９２９４．

［２４］　ＷｅｌｔｉＭ，ＪａｔｏｎＫ，ＡｌｔｗｅｇｇＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ｒｅａｌｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ 犆犺犾犪犿狔犱犻犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪，犔犲犵犻狅狀犲犾犾犪 狆狀犲狌犿狅狆犺犻犾犪 ａｎｄ 犕狔犮狅狆犾犪狊犿犪

狆狀犲狌犿狅狀犻ｉｎｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｔｒａｃｔｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＤｉａｇｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ

ＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００３，４５（２）：８５９５．

［２５］　Ｚｉｍｍｅｒｌｉ Ｗ，ＳｅｎｄｉＰ．Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｂｉｏｆｉｌｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＡＰＭＩＳ，２０１７，１２５（４）：３５３３６４．

［２６］　ＣｅｒｉＨ，Ｏｌｓｏｎ ＭＥ，ＳｔｒｅｍｉｃｋＣ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＣａｌｇａｒｙＢｉｏｆｉｌｍ

Ｄｅｖｉｃｅ：ｎｅｗｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｆｏｒｒａｐｉｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９９，

３７（６）：１７７１１７７６．

【收稿日期】　２０２２０６１９　【修回日期】　２０２２０９０２

·７６２１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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Ｎｏｖ．２０２２，　Ｖｏｌ．１７，Ｎｏ．１１


	2022-11内文

